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Rak je skup različitih bolesti koje se međusobno razlikuju prema svojoj etiologiji, biologiji, 
kliničkoj slici i po načinu liječenja. Svim vrstama raka je zajedničko da nastaju od zdravih 
stanica koje su izgubile sposobnost adekvatnog odgovora na brojne signale, što za posljedicu 
ima nekontroliranu diobu preobražene stanice. Tumorska progresija dugotrajan je i složen 
proces nastanka raka koji se odigrava u više koraka (1). 
Sažimanje slike o raku je dosta kompleksno te postoje brojni modeli po kojima se zdrava stanica 
razlikuje od stanice raka. Prema posljednjem modelu Hanahan-Weinerga, deset je ključnih 
razlika: 
a) samodostatnost s obzirom na signale rasta 
b) neosjetljivost na signale koji inhibiraju rast 
c) tkivna invazija i presađivanje 
d) neograničeni potencijal umnažanja 
e) tumorska angiogeneza 
f) izmicanje apoptozi 
g) poremećen metabolizam 
h) sposobnost izbjegavanja imunološkog odgovora 
i) genomska nestabilnost 
j) upala 
Osim mutacije, za nastanak i progresiju raka važnu ulogu ima metilacija DNA (epigenetska 





1.2. ONKOGENI I TUMOR SUPRESORSKI GENI 
 
Evolucijsko stablo prema srodnosti s protein kinazama nazivamo ljudskim kinomom. Oko 518 
gena kodira različite protein kinaze, od toga je 90 za tirozin kinaze. Putevi prijenosa signala u 
stanici načini su kako stanica vrši stanični rast, diobu, diferencijaciju i preživljavanje, usklađeno 
s uvjetima u okolišu. Ako se protoonkogeni ili/i njihovi proteinski produkti promijene te 
postanu aktivni, nastaju onkogeni, što dovodi do nekontroliranog rasta i diobe stanice. Različiti 
onkogeni kao EGFR, HER2/neu, KIT, MIT i drugi, geni su za čimbenike rasta koji spadaju u 
skupinu receptora s tirozin-kinaznom aktivnošću. Onkogeni kao RAA, RAF, MOS, SRC i 
drugi, geni su za molekule koje sudjeluju u prijenosu signala kao protein kinaze i G-proteini 
(proteini koji vežu gvanozin trifosfat). Neki onkogeni kao JUN, FOS, MYC i drugi su geni za 
transkripcijske čimbenike (2). 
Geni čija inaktivacija ili gubitak dovodi do nastanka raka nazivamo tumor supresorskim 
genima. Osim genetski uzrokovanog nastanka raka, on može nastati i zbog metilacije promotora 
(epigenetski). Posebno je važan tumor supresorski gen P53, odnosno njegov proteinski produkt 
p53. On zaustavlja stanicu u određenoj fazi staničnog ciklusa i popravlja oštećenu DNA te 
potiče apoptozu. Za nastajanje raka potrebna je mutacija u genu P53 ili BCL2 (3). 
Zaustavljanje ciklusa na kontrolnim točkama staničnog ciklusa u G1, S i G2 fazi potiču 
proteinski kompleksi koji djeluju kao senzori za oštećenu ili neoštećenu DNA. Oni pokreću 
senzorne putove aktivacije ATM i ATR protein kinaze (Slika 1.). Njihovom aktivacijom 
aktiviraju se Chk2 (za ATM) i Chk1 (za ATR) protein kinaze koje fosforiliraju p53 i dovode 









Prolazak stanice kroz stanični ciklus kontroliran je ciklinima (Cyc), kinazama ovisnim o 
ciklinima (Cdk) i inhibitorima kinaze ovisne o ciklinima (CKI), čiji se kompleks smatra 
regulatorom napredovanja kroz stanični ciklus. Tri su točke koje Cdk i Cyc kontroliraju: G1, G2 
i G2-S, dok četvrtu točku kontrolira kompleks Mad/Bub koji razgrađuje ciklin koji pripada 
obitelji CycB (5). Mnoge obitelji Cdk udružene su s određenim Cyc kako bi stanica napredovala 
u različitima fazama staničnog ciklusa. Negativna mutacija Cdk1 zaustavlja stanični ciklus u 
G2-M fazi, dok negativna mutacija Cdk2 inhibira prijelaz u S fazu. (6). Aktivnost Cdk tijekom 
napredovanja kroz stanični ciklus reguliraju četiri molekularna mehanizma: 1. stvaranje 
kompleksa Cdk/Cyc, 2. fosforilacija Cdk na treoninu 160 (Thr160), 3. inhibitorna fosforilacija 
Cdk na treoninu 14 i tirozinu 15 (Thr14 i Tyr15) i 4. vezanje Cdk inhibitora. Kombinirani učinci 





Slika 1. Aktivacija ATM i ATR protein kinaza. 




Riječ "apoptoza" dolazi iz grčke riječi "απόπτωσις", koje ima značenje „stabla na kojima ispada 
lišće u jesen“. Apoptoza ili programirana stanična smrt (eng. programmed cell death; PCD) je 
normalan fiziološki oblik stanične smrti. Kaspaze su proteaze bogate cisteinom (Cys) koje 
kidaju na aspartatskim ostacima (Asp) svoj proteinski supstrat. One kidaju jezgrinu laminu, što 
uzrokuje fragmentaciju jezgrine DNA, membrana bubri, a stanica se raspada na komadiće. Neki 
od ključnih proteina u procesu apoptoze su: Bcl-2, Smac/Diablo, IAP, kaspaza-3 (ced-3), 
kaspaza-4 (ced-4), kaspaza-8 (ced-8), kaspaza-9 (ced-9), TNF, Fas i brojni drugi koji nizom 
signalnih puteva aktiviraju nizvodne puteve koji će dovesti do stanične smrti. Dvije su vrste 
apoptoze: ovisna o kaspazama i neovisna o kaspazama (7). 
Apoptoza ovisna o kaspazama (Slika 2.) uvjetovana je aktivnošću kaspaza kao što su ced-3, 
ced-4, ced-7, ced-8, ced-9 i ced-12 (7). Kalcijevi kanali mogu sudjelovati u apoptozi kao 
posljedica depolarizacije unutrašnje membrane, što dovodi do izlaska citokroma c iz 
mitohondrija koji se veže s Apaf1 dovodeći do aktivacije ced-9. Potom aktivna kaspaza ced-9 
aktivira nizvodne kaspaze koje dovode do stanične smrti. Neki polipeptidi kao TNF ili 
Smac/Diablo prenose poruke za programiranu staničnu smrt (8). Kaskadni putevi aktivacije 
kaspaza mogu se aktivirati i X zračenjem, virusima (npr. Herpes virus koji aktivira ced-8), 
bakterijama (Mycobacterium tuberculosis koji aktivira ced-12), slobodnim radikalima 
(aktiviraju ced-12) i brojnim drugim čimbenicima (9). Apoptoza je kontrolirana inhibitorima 
apoptoze (iAP) i proteinskim kompleksom Bcl-2. Kompleks Bcl-2 ima dualnu ulogu: može 























Apoptoza neovisna o kaspazama (Slika 3.) posljedica je promjene potencijala na membrani 
mitohondrija, a zatim povećanja proizvodnje slobodnih radikala (eng. reactive oxygen species; 
ROS) (7). Čimbenik indukcije apoptoze (eng. apoptosis inducing factor; AIP) je flavoprotein 
koji ima ulogu u fragmentaciji stanice neovisne o kaspazama. Nedavno su pronađeni neki 
spojevi koji mogu inducirati AIP, koji dovodi do smrti stanice: simvastatin, staurosporin, 
kadmij i drugi. Ti spojevi pokreću apoptozu neovisnu o kaspazama. Osim API,  ROS također 
sudjeluju u ovom načinu smrti stanice. ROS može aktivirati PARP-1 koji dovodi do izlaska 
API iz stanice (10). Reducirani glutation (GSH) i dušikov monoksid (NO) mogu blokirati neke 
tiolne skupine. Do sada je proučavanje mehanizma apoptoze neovisne o kaspazama ostavilo 
brojna neriješena pitanja i omogućio budućim generacijama znanstvenika uzbudljivo putovanje 














Znanstvenici su otkrili da neki hormoni mogu regulirati apoptozu kao npr. leptin, hormon 
adipocita, koji regulira cijepanje ced-3 i Bcl-2. Ako je  razina hormona  normalna, neće doći 
do apoptoze, međutim, ako je razina hormona smanjena, doći će do apoptoze (11). 
Vitamin E povoljno djeluje na staničnu održivost blokirajući ced-3 (12). Učinak ljubičastog 
slatkog krumpira Ipomea batatas kod mišjih timocita je smanjenje količine ROS-a (13). 
Likopen (rhodopurpurin) kao antioksidans može spriječiti apoptozu kod epitelnih stanica 
želudca zaraženih s Helicobacter pylori (14). 
Biljni aktivni sastojci poput fisetina mogu biti okidači apoptoze. Fisetin je flavonoid koji 
aktivira ced-8 /ced-3 ovisni apoptozni put (15). Wongonin, O-metiliran flavonoid, ima 
anksiolitičku aktivnost, a također ima sposobnost aktivacije apoptoze nekih stanica raka 





1.4. EPIDEMIOLOGIJA RAKA 
1.4.1. EPIDEMIOLOGIJA RAKA U SVIJETU 
 
Rak je drugi vodeći uzrok smrti u svijetu, u 2012. godini prijavljeno je 8,2 milijuna novih 
slučajeva (17). Najveća smrtnost prisutna je kod raka pluća, jetre, želudca, kolorektalnog raka, 
raka dojke i jednjaka (Slika 4.). 
Ukupna stopa smrtnosti u 20. stoljeću porasla je, zbog pušenja, na 215 umrlih od raka na 100 
000 osoba. Od 1991. do 2012. godine, stopa je pala za 23% zbog smanjenja pušenja, kao i 
poboljšanja u ranom otkrivanju i liječenju. Ovaj pad doveo je do smanjenja za  više od 1,7 
milijuna smrtnih ishoda raka. Smanjuje se stopa smrtnosti za četiri najčešće vrste raka - pluća, 
debelog crijeva, dojke i prostate (18). 
Agencija za istraživanje zdravlja i kvalitete (eng. Agency for Healthcare Research and Quality; 
AHRQ) procjenjuje da su izravni troškovi zdravstvene zaštite za rak u SAD-u 2013. bili 74,8 
milijarde dolara. Procjenjuje se da je 44% tih troškova bilo namijenjeno za bolničko liječenje, 
a 40% za boravak u bolnici. Procjene se temelje na nizu istraživanja koje je provela agencija 
Medical Expenditure Panel Survey (MEP). Podaci su također vidljivi i na Internetskoj stranici: 




Slika 4. Epidemiologija raka u svijetu. Incidencija i mortalitet. 




1.4.2. EPIDEMIOLOGIJA RAKA U HRVATSKOJ 
 
Ukupan broj novo dijagnosticiranih bolesnika s invazivnim rakom (bez raka kože) bio je 21 
434. Stopa incidencije je iznosila 500,2/100 000. Odnos M:Ž je 53:47. U Hrvatskoj je 2014. 
godine od raka umrlo 13 939 osoba. Stopa mortaliteta bila je 325,3/100 000. Odnos M:Ž bio je 
57:43 (19). 
 
Pet najčešćih sijela raka u Hrvatskoj kod muškaraca su (Slika 5.): pluća (19%), prostata (15%), 
kolon (10%), rektum, rektosigma i anus (7%) i mokraćni mjehur (7%). Pet najčešćih sijela raka 
u Hrvatskoj kod žena su (Slika 6.): dojka (26%), pluća (8%), kolon (8%), tijelo maternice (6%) 
















Slika 5. Najčešća sijela raka kod muškaraca u Hrvatskoj. 
(Podaci preuzeti s: Hrvatski zavod za javno zdravstvo, Registar za rak Republike 


















Slika 6. Najčešća sijela raka kod žena u Hrvatskoj. 
(Podaci preuzeti s: Hrvatski zavod za javno zdravstvo, Registar za rak Republike 






1.5. RAK DOJKE 
 
Rak dojke je drugi najčešći rak u ukupnom poretku po zastupljenosti i prvi po incidenciji kod 
žena. Procjenjuje se da je u 2012. godini bilo 1,67 milijuna novih slučajeva (21). U Hrvatskoj 
se godišnje dijagnosticira oko 2500 novih slučajeva, a oko 800 žena umre od raka dojke. Upravo 
te brojke svrstavaju Hrvatsku u zemlje s visokom incidencijom (100/100 000 žena). Različiti 
čimbenici rizika utječu na pojavnost raka dojke: dob, pozitivna obiteljska anamneza, starija 
životna dob prvorotkinje, nerotkinje, rana menarha, kasna menopauza, zračenje, debljina, oralni 
kontraceptivi, hormonska nadomjesna terapija, dijagnoza dobroćudnih parenhimatoznih bolesti 
dojke i brojni drugi čimbenici rizika. Odgovarajuća adjuvantna terapija povećava vjerojatnost 
petogodišnjeg preživljenja za 30 - 70% (22). Osim standardne terapije, koja ovisi o vrsti i 
prognozi raka, javljaju se novi terapijski ciljevi, koji su pronašli odobrenje znanstvenih 
stručnjaka, a time i regulatornih tijela. 
Jedan od novijih pristupa liječenju raka dojke je primjena inhibitora DNA metil transferaze 
(npr. DNMTi) ili histon deacetilaze (npr. HDACi), odobreni od strane Američke agencije za 
lijekove i hranu (eng. US Food and Drug Agency; FDA), a koji su pokazali veliki potencijal u 
borbi protiv raka dojke (23). Osim toga, uočeno je da promjena membranskog potencijala 
tumorske stanice ima ulogu u progresiji i proliferaciji tumorske stanice. Velika važnost 
usmjerila se na promjenu koncetrancije kalcija, što je dovelo do zaključka da neki inhibitori 
kalcija (npr. verapamil) mogu promijeniti membranski potencijal tumorske stanice i aktivirati 
ced-3 koja dovodi do stanične smrti (24). 
Razlozi nastanka rezistencije na primijenjenu terapiju su različiti. Ona može biti stečena ili 
naslijeđena. Dosadašnja istraživanja mehanizma nastanka rezistencije su pokazala da signalni 









1.6. RAK MOKRAĆNOG MJEHURA 
 
Incidencija raka mokraćnog mjehura je četiri puta veća kod muškarca nego kod žena te dva 
puta veća u pripadnika crne rase u odnosu na bijelu rasu. U muškaraca zauzima četvrto mjesto 
po pojavnosti. Prema američkom udruženju za rak (eng. American Cancer Society; ACS) u 
2016. godini prijavljeno je približno 76 960 novih slučajeva. U većini bolesnika s karcinomom 
mokraćnog mjehura u kliničkoj slici je prisutna hematurija (najčešće bezbolna), učestalo 
mokrenje i urinoinfekcija. Čimbenici rizika za nastanak raka jesu: izloženost azo bojama, 
aluminiju, arsenu, citostaticima, upale mokraćnog mjehura i razne promjene na mokraćnom 
mjehuru (18). 
Liječenje se temelji na stupnju proširenosti bolesti. Razlikuje se pristup kod neinvazivnog i 
invazivnog karcinoma mokraćnog mjehura ili metastatske bolesti. Kod neinvazivnog oblika 
primjenjuje se Bacillus Calmette-Guerin (BCG) cjepivo ili mitomicin C.  
U invazivnom obliku karcinoma osnovni oblik liječenja je radikalna cistektomija s 
neoadjuvatnom kemoterapijom temeljenom na cisplatinu uz adjuvatnu kemoterapiju, ovisno o 
patohistološkoj slici, statusu limfnih čvorova i stadiju bolesti. Metastatska bolest liječi se 
kemoterapijom i to prvom linijom gemcitabinom i cisplatinom, a od ostalih paklitakselom,  
doksorubicinom, metotreksatom i vinblastinom. U slučaju prisutnih koštanih presadnica 
primjenjuju se i bifosfonati (28). Usprkos velikom znanstvenom napretku koji je napravljen u 
liječenju raka, pojedini lijekovi pokazuju smanjenje učinkovitosti. Pridodaje se važnost mTOR 
inhibitorima (everelimus, sirolimus) u kombinaciji s gemcitabinom (29). 
Receptor melastatin 7 (TRPM7) je ionotropni receptor za Mg2 + / Ca2 + koji se fuzira s domenom 
kinaznih receptora. Izmjena dvovaletnih iona pokreće MAPK koja ima ulogu u apoptozi stanice 
(30). 
Prehrana bogata betacianinom (BC) i viteksinom (XVX) iz Beta vulgaris  L. (cikla) smanjuje 






Novotvorine središnjeg živčanog sustava su zloćudne po lokalizaciji, bez obzira na svoj 
potencijal jer bilo koji ekspanzivni proces unutar koštanog oklopa u kojem je smješten središnji 
živčani sustav može uzrokovati pojedinačne neurološke ispade, poremećaj svijesti, komu, smrt 
i brojna druga stanja. Najčešći tumori mozga su zapravo presadnice iz drugih, primarnih žarišta, 
koje se pojavljuju oko 10 puta češće nego primarni tumori. Prema histološkoj klasifikaciji 
glioblastom spada u gliome: astrocitom četvrtog stupnja (glioblastom; G IV). Gliomi čine 50% 
svih tumora mozga, a glioblastom 80% svih glioma. Ovisno o stupnju astrocitoma, različit je 
terapijski pristup: kirurško liječenje, radioterapija i kemoterapija uz potporno liječenje (32).  
Procjenjuje se da je u SAD-u u 2016. dijagnosticirano 24 790 novih slučajeva. Oko 50% glioma 
su glioblastomi s 12,120 novih slučajeva. Pojavljuju se u dobi od 40 do 65 godina života. U 
većini glioblastoma preživljenje je 15 mjeseci, a prijavljeno je preživljenje 36 mjeseci kod 5% 
slučajeva glioblastoma (33). Prema dostupnim podacima za Republiku Hrvatsku za 2014. 
godinu, od svih ukupnih tumora, tumori mozga čine 2% (19). 
Molekularni biomarkeri kao O-(6)-metilgvanin-DNA-metiltransferaza (MGMT), mutacija 
izocitrat dehidrogenaze (IDH), aktivnost epidermalnog faktora rasta (EGFR) i vaskularnog 
faktora rasta (VEGF), latrofilin, gena za  citokrom c oksidazu (CCO), fosfolipidni metaboliti, 
aktivnost mRNA i miRNA (hTERT) dovode se u vezu s dijagnozom i prognozom glioblastoma 
(34). 
Istražuje se učinak apoptoze na C6 stanica glioblastoma aktiviranjem kaspaza ced-9 i ced-3 
(35). Brojni biološki spojevi potiču apoptozu aktiviranjem NF-kB puta. Istražuju se i 








1.8. DIVLJA MASLINA Olea europaea L. subsp. oleaster  
 
Stablo masline je kulturno obilježje zemalja Sredozemlja. Ono je važan izvor jestivog ulja kako 
tijekom proteklih stoljeća, tako i danas. Palinološki i antrakološki dokazi upućuju korištenje 
divlje masline (tzv. oleaster maslina) u razdoblju paleolitika i neolitika na području Save. 
Genetske varijacije brojnih vrsta oleaster populacije distribuirane su po cijelom Sredozemlju. 
Razlika među populacijama oleaster masline posljedica je različitih klimatskih i habitalnih 
uvjeta (37). 
Divlja maslina (Slika 7.) prisutna je u zemljama duž Mediterana kao trnovit grm s malim 
plodovima, za razliku od kultivirane vrste Oleae europaeae L. subsp. europaeae koje nemaju 
trnje i proizvode mesnati plod bogat uljem. Pojavljuje se kao zimzelen i razgranati grm. Raste 
na suhim i kamenitim područjima. Ima manje listove, jake trnovite grane. Plodovi su sitni i 
gotovo crni (38). Vjerojatno divlja maslina nije pravi predak kultivirane vrste, iako imaju vrlo 
slične genetske i kromosomske karakteristike. Moguće je pretpostaviti da divlja maslina potječe 





Slika 7. Grana, list i plod divlje masline. 




Kemijski sastojci maslinovog lista:  
a) iridoidi: oleuropein (kao 6-O-glikolizirani i aglikon; 5-9%), ligstrozid, oleorozid; 
b) triterpeni: oleanolična kiselina, maslinska kiselina; 
c) flavonoidi: luteolin, kempferol, krisoeriol i derivati apigenina; 
d) kalkoni: olivin, olivin-4-o-diglukozid; 
e) fenolne kiseline: kumarinska kiseline, kafeinska kiselina, ferulska kiselina, vanilinska 
kiselina; 
f) kumarini: eskuletin, skopoletin, eskulin. 
List masline se koristi za očuvanje imunološkog sustava, pokazuje znatna antimikrobna i 
antivirusna svojstva. Dobar je antioksidans, a pored toga djeluje na smanjenje razine glukoze u 
krvi i dilataciju arterija. Liofilizirani ekstrakt povećava razinu trijodtironina (T3) te dovodi do 
inhibicije tireotropnog hormona (TSH). Flavonoidi kao apigenin i njegovi derivati te luteolin 





1.9.1. SINTETSKI PUT 
 
Oleuropein su otkrili Bourquelot i Vintilesco 1908. godine. To je ester elenolične kiseline i 
dihidroksifeniletanola, empirijske formule C25H32O13. Fitokemijski pripada skupini iridoida, 
točnije sekoiridoida. Iridoidi su derivati ciklopentanopirana, a kod sekoiridoida dolazi do 
otvaranja ciklopentanskog prstena. Derivat je mevalonskog puta u biljkama (Slika 8.). U 
maslini, prvenstveno u listu, prisutni su razni derivati oleuropeina kao demetiloleuropein, 









U razvoju maslinova ploda razlikuju se tri faze rasta: faza rasta tijekom koje dolazi do 
akumulacije oleuropeina; faza sazrijevanja (ili zelena faza) koja se podudara sa smanjenjem 
razine klorofila i oleuropeina; i crna faza koja je karakterizirana pojavom antocijana i tijekom 
koje razina oleuropeina i dalje opada. Dakle, oleuropein je vrlo zastupljen u ranim fazama: u 
mladim plodovima može doseći do 14% suhe tvari. Neke vrste crne masline kao Olea europea 
var. Leccino tijekom sazrijevanja potpuno gube oleuropein. Elenolična kiselina i 
demetiloleuropein, derivati oleuropeina, pojavljuju se na početku zelene faze kada razina 
oleuropeina počinje opadati. Kod crne sorte, demetiloleuropein je glavni sastojak. Moguće je 
da su ta dva spoja nastala iz oleuropeina djelovanjem esteraze, jer se esterazna aktivnost 
značajno povećava u fazi sazrijevanja, a doseže maksimum u crnoj fazi. U plodu Oleae 
europaeae se akumuliraju samo glikozidni derivati oleuropeina. Nasuprot tome, 
dihidroksitirozol i neglikozidni sekoiridoidi pronađeni su u listu. Opadanje količine oleuropeina 
se također poklapa s opadanjem količine drugih sekoiridoida poput ligstrozida i povećanjem 
količine fenolnih spojeva. Fenolni spojevi iz djevičanskog maslinovog ulja pokazuju značajnu 
bioraspoloživost. Apsorpcija aglikona ligostrozida, hidroksitirozola, tirozola i oleuropein-
aglikona je 55-60%. Studije su pokazale da oleuropein postiže maksimalnu koncentraciju u 
plazmi nakon 2 sata. Metabolizira se do hidroksitirozola i tirozola. Oba spoja se izlučuju u 













1.9.2. FARMAKOLOŠKI UČINCI OLEUROPEINA 
 
Oleuropein ima nekoliko farmakoloških djelovanja kao antioksidativno, protuupalno, 
antiaterogeno, protutumorsko, antimikrobno i antivirusno djelovanje, te je iz tih razloga 
komercijalno dostupan kao dodatak prehrani u zemljama Sredozemlja. Osim toga, oleuropein 
je pokazao kardioprotektivni učinak kod primjene doksorubicina. Pokazao je dodatni 
hipolipemijski i antiishemijski učinak (40). 
 
1.9.2.1 ANTIOKSIDATIVNO  DJELOVANJE OLEUROPEINA 
 
Primjena sekoiridoida, oleuropeina iz maslinovog ulja, dovela je do smanjenja izlučivanja 
derivata eikozanoida, 8-izo-PGF2α, što znači nižu in vivo peroksidaciju lipida. Istodobno dolazi 
do smanjenja ukupnog, slobodnog i esterificiranog kolesterola (40). 
 
1.9.2.2. PROTUUPALNO DJELOVANJE OLEUROPEINA 
 
Oleuropein povećava proizvodnju dušikovog oksida (NO) u makrofazima povećavajući 
aktivnost inducibilnog oblika sintaze dušikovog oksida (iNO). Inhibira aktivnost 
lipooksigenaze i proizvodnju leukotriena B4 (41). 
 
1.9.2.3. ANTIATEROGENO DJELOVANJE OLEUROPEINA 
 
Antiaterogeno djelovanje se zasniva na smanjenju adhezije monocita na stimulirane endotelne 
stanice. U ishemijskim srčanim stanicama prethodno tretiranih oleuropeinom, smanjena je 
razina oksidiranog oblika glutationa (GSSH) i peroksidacija lipida što dovodi do smanjenja 






1.9.2.4. ANTITUMORSKO DJELOVANJE OLEUROPEINA 
 
Sastojci u maslinovom ulju su identificirani kao djelotvorna sredstva u ublažavanju inicijacije, 
promocije i progresije tumorske stanice.  
Aglikoni sekoiridoida: deacetoksioleuropein, ligstrozid i oleuropein induciraju apoptozu kod 
adenokarcinoma dojke (MCF-7). Sirovi ekstrakti maslinovog lista inhibiraju staničnu 
proliferaciju adenokarcinoma dojke (MCF-7) i  karcinoma mokraćnog mjehura (T-24) i endotel 
stanica goveđeg mozga (BBCE) (42). 
 
1.9.2.5. ANTIMIKROBNO DJELOVANJE OLEUROPEINA 
 
Fenolne strukture derivata iridoida (ili sekoiridoida) pridonose antimikrobnom učinku. 
Pretpostavljaju se različiti mehanizmi djelovanja oleuropeina na bakterijsku stanicu: 
narušavanje sloja peptidoglikana, inhibicija sinteze aminokiselina potrebnih za rast bakterija  ili 
poticanje fagocitoze (43). 
Glikozilirani oleuropein i njegov aglikon mogu inhibirati proizvodnju enterotoksina B koji 
proizvodi Staphylococcus aureus. Inhibira razvoj Salmonelae enteridis, Bacilli cerei i 
Mycoplasmae. Potpuno inhibira razvoj Klebsiellae pneumoniae, Escherichiae colis i Bacilli 
cerei. Listovi ekstrakta masline pokazali su antimikrobni učinak protiv Campylobacter jejuni, 
Helicobacter pylori i metilin rezistetni Staphylococcus aureus (MRSA) (44, (45). 
 
1.9.2.6. ANTIVIRUSNO DJELOVANJE OLEUROPEINA 
 
Oleuropein ima snažno antivirusno djelovanje protiv: herpesa mononukleoze, hepatitisa, 
rotavirusa, respiratornog sincicijskog virusa, parainfluenca virusa, goveđeg rinovirusa, pasjeg 
parvovirusa i virusa mačje leukemije (46). 
Pokazano je značajno djelovanje na virus humanoimunodeficijencije (HIV) koje je ovisno o 
dozi oleuropeina. Pretpostavlja se da je oleuropein djeluje na gp-41, molekulu koja se nalazi na 





1.9.2.7. NEUROPROTEKTIVNO DJELOVANJE OLEUROPEINA 
 
Prema jednoj od teoriji starenja, ono je rezultat oksidativnog oštećenja membrane mitohondrija 
što dovodi do stanične disfunkcije. Membrana mitohondrija je osjetljiva na slobodne radikale 
zbog prisutnih ugljikovih (C-C) veza u lipidnom lancu fosfolipida, što posljedično dovodi do 
neurodegenerativnih i kognitivnih bolesti (40). 
Oleuropein se nekovaletno veže za amiloid stvarajući zaštitni sloj koji smanjuje ili sprječava 
agregaciju β-amiloida (Aβ), protein koji se nakuplja kod Alzheimerove bolesti. Pokazalo se da 
oleuropein djeluje kao inhibitor tau (τ) proteina koji inhibira stvaranje amiloidnih agregata (48). 








Slika 9. Dijagram neuroprotektivnog djelovanja oleuropeina. 
(Preuzeto iz: Omar SH. Oleuropein in Olive and its Pharmacological Effects. Scientia 





1.9.2.8. OSTALA FARMAKOLOŠKA DJELOVANJA OLEUROPEINA 
 
Pokazalo se da list masline i oleuropein imaju protektivni učinak na stanice kože. UVB zrake 
koje dopiru do razine epidermisa kože mogu inducirati povišenje razine ciklooksigenaze tipa 2 
(COX-2), dok oleuropein na toj razini smanjuje aktivnost COX-2 (49). 


































2.1. CILJ ISTRAŽIVANJA 
 
Cilj ovog istraživanja je utvrditi djelovanje oleuropeina iz ekstrakta lista divlje masline Olea 
europea L. subsp. oleaster na apoptozu različitih linija humanih karcinoma.  
Učinak oleuropeina na apoptozu humanih staničnih linija ispitivat će se na staničnim linijama 























Oleuropein ima pro-apoptotski učinak na ispitivane human stanične linije: 
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Organizam Homo sapiens, čovjek 
Tkivo dojka: mliječna žlijezda  
Forma proizvoda smrznuto 
Morfologija epitelna 
Obilježje kulture adherentna 
Bolest adenokarcinom 
Etnitet Europljanka 
Dob i spol 51., žena  
Slika 10.  Stanice karcinomske linije MDA-MB-231. 
Slika preuzeta sa: www.lgcstandards-atcc.org 
 
Tablica 1. Karakteristike MDA-MB-231 stanične linije. 















Organizam Homo sapiens, čovjek 
Tkivo mokraćni mjehur 
Forma proizvoda smrznuto 
Morfologija epitelna 
Obilježje kulture adherentna 
Bolest karcinom prijelaznih stanica 
Etnitet Europljanka 
Dob i spol 81., žena  
Slika 11.  Stanice karcinomske linije T24. 
Slika preuzeta s: www.lgcstandards-atcc.org 
 
Tablica 2. Karakteristike T24 stanične linije. 





Organizam Homo sapiens, čovjek 
Tkivo mozak 
Forma proizvoda smrznuto 
Bolest glioblastom 








Tablica 3. Karakteristike A1235 stanične linije.  
Preuzeto s: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10698499 
Slika 12. Stanice karcinomske linije A1235. 





Nakon odmrzavanja, stanične linije su uzgojene u vlažnom inkubatoru na 37°C uz 5% CO2, u 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) mediju. U pločice sa 6 jažica dodan je DMEM 
medij i sve ostavljeno preko noći za prihvat na podlogu. Zatim su stanice tretirane standardom 
oleuropeina (Oleuropein, purity 98%, Sigma Aldrich) tijekom 48 sati. Tijekom apoptoze dolazi 
do promjena u sastavu stanične membrane, odnosno do prebacivanja fosfolipida s unutarnje na 
vanjsku stranu membrane. Annexin V se veže na negativno nabijeni fosfatidilserin, koji se kod 
apoptoze stanica prebacuje na vanjsku stranu membrane. Propidij jodid se selektivno veže na 
nukleinske kiseline unutar stanice nakon gubitka integriteta stanične membrane. Kombinacija 
bojanja aneksinom V konjugiranim s fluorescein izotiocijanatom (FITC) i propidij jodidom 
omogućuje razlikovanje između živih stanica (Annexin-V-/ PI-), rane (Annexin-V+/ PI-) i 
kasne (Annexin-V+/PI+) apoptoze stanica. (50).  
Nakon obrade s oleuropeinom i ekstraktom lista divlje masline stanice su odvojene od podloge 
tripsinom, isprane s fosfatnim puferom (PBS) i resuspendirane u 100 ml pufera za vezanje koji 
sadrži kalcij, te je dodano 5 µl Annexin V-FITC i 5 µl propidij jodida (Annexin V FITC-
Apoptoza Detection Kit I, BD Biosciences, San Jose, CA, SAD). Stanice su inkubirane tijekom 
15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku i nakon toga analizirane pomoću protočnog  citometra 
(BD Accuri C6, BD Biosciences). Postotak apoptotskih stanica je izražen kao broj pozitivnih 








Slika 13. Stanice MDA-MB-231 linije. 
Slika 14. Stanice A1235 tretirane 
oleuropeinom u koncentracijama 
0,1 µM i 0,5 µM. 
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3.3.  PROTOČNA CITOMETRIJA 
 
Citometrija je jednostavna, kvantitativna i visokoinformativna metoda za određivanje apoptoze 
na razini pojedinačnih stanica, pri čemu je dovoljan relativno malen broj stanica u ispitivanom 
uzorku. Različite morfološke i biokemijske promjene u apoptozi stanice mogu se iskoristiti za 
citometrijsko određivanje, počevši od plazmolize stanice preko aktivacije kaspaza (cistein 
aspartil proteaze), gubitka mitohondrijskoga membranskog potencijala, aktivacije endogenih 
endonukleaza, pa do konačnog gubitka integriteta stanice i formiranja apoptotskih tijela.  
Prednost ove metode je mogućnost kombiniranja rezultata dobivenih pomoću prednjeg i 
bočnoga svjetlosnog snopa (zbog promjene promjera apoptotskih stanica i konformacije 
unutrašnjih staničnih struktura) s rezultatima analize staničnih markera, tj. specifičnih 
fluorescentnih protutijela za pojedine apoptotske molekule kao što su Fas, FasL, Bcl-2, p53, 








































Kontrola 12,40 1,95 17,04 68,61 
Oleuropein 0,1  60,99 6,63 6,94 25,44 
Oleuropein 0,5  30,46 2,16 0,51 66,87 
  
Kontrola – stanice koje nisu tretirane 
Oleuropein 0,1 - stanice koje su tretirane oleuropeinom u koncentraciji od 0,1 µM 
Oleuropein 0,5 - stanice koje su tretirane oleuropeinom u koncentraciji od 0,5 µM 
 
 
U netretiranom (kontrolnom) uzorku 12,40% stanica je u fazi tzv. sekundarne nekroze, 18,99% 
stanica ušlo u apoptozu, dok je živih 68,61% stanica.  
Od stanica MDA-MB-231 tretiranih 0,1 µM standardom oleuropeina 60,99% je sekundarno 
nekrotično, 13,97% stanica ušlo u apoptozu i 25,44% živih stanica. 
Od stanica MDA-MB-231 tretiranih 0,5 µM standardom oleuropeina 27,68% stanica 






Slika 16.  Točkasti dijagram stanica tretiranih 
0,1 µM otopinom oleuropeina. 
 
Slika 15. Točkasti dijagram stanica tretiranih 
0,5 µM otopinom oleuropeina  
 












Kontrola 3,45 0,02 0,65 95,88 
Oleuropein 0,1  3,36 0,01 0,23 96,40 
 
Kontrola – stanice koje nisu tretirane 
Oleuropein 0,1 - stanice koje su tretirane oleuropeinom u koncentraciji od 0,1 µM 
 
 
U netretiranom (kontrolnom) uzorku 3,45% stanica je sekundarno nekrotično, 0,67% stanica 
ušlo u apoptozu i 95,88% živih stanica. 
Od stanica T24 koje su tretirane 0,1 µM standardom oleuropeina 3,46% stanica je sekundarno 





Slika 17. Točkasti dijagram stanica tretiranih 
0,1 µM otopinom oleuropeina. 
 













Kontrola 41,11 3,16 7,81 47,92 
Oleuropein 0,1  72,74 15,31 1,13 10,82 
Oleuropein 0,5  30,46 66,87 0,51 2,16 
 
Kontrola – stanice koje nisu tretirane 
Oleuropein 0,1 - stanice koje su tretirane oleuropeinom u koncentraciji od 0,1 µM 
Oleuropein 0,5 - stanice koje su tretirane oleuropeinom u koncentraciji od 0,5 µM 
 
U netretiranom (kontrolnom) uzorku 41,11% A1235 stanica je sekundarno nekrotično, 10,79% 
stanica ušlo u apoptozu, dok je živih 47,92% stanica. 
Kod stanica A1235 koje su tretirane 0,1 µM standardom oleuropeina, 72,74% stanica je 
sekundarno nekrotično, 16,44%  stanica ušlo u apoptozu, dok je živih 10,82% stanica. 
Od stanica koje su tretirane 0,5 µM standardom oleuropeina 30,46% je sekundarno nekrotično, 




Tablica 6. Učinak oleuropeina na apoptozu stanične linije A1235 u odnosu na kontrolu. 
 
Slika 19. Točkasti dijagram stanica 
tretiranih 0,1 µM otopinom 
oleuropeina. 
 
Slika 18. Točkasti dijagram 
























Rak predstavlja uzrok jednog od šest smrtnih ishoda u svijetu. Svake se godine više od 14 
milijuna ljudi dijagnosticira rak. U 2015. godini oko 8,8 milijuna ljudi je umrlo od raka. Oko 
dvije trećine oboljelih nalaze se u manje razvijenim zemljama, najvjerojatnije zbog kasne 
dijagnoze i manje dostupnih sredstava za liječenje (53).  Prema sadašnjim saznanjima, između 
30% i 50% smrtnih ishoda raka može se spriječiti izmjenom ili izbjegavanjem čimbenika rizika, 
uključujući izbjegavanje duhanskih proizvoda i alkohola, održavanje tjelesne težine i redovito 
vježbanje (54).  
Tijekom evolucije višestanični organizmi uspjeli su razviti različite mehanizme zaštite od 
djelovanja štetnih utjecaja iz okoline. Apoptozu ili “programiranu staničnu smrt” možemo 
promatrati kao fiziološki ili/i patofiziološki odgovor na vanjske i/ili unutrašnje čimbenike koji 
mogu dovesti do poremećaju u organizmu, u ovom slučaju do pojavnosti raka (55). Unutrašnji 
mehanizam aktivacije apoptoze predstavljaju kaspaze: ced-3, ced-4, ced-7, ced-8, ced-9, ced-
12, koje aktiviraju niz kaskadnih reakcija u sinergiji s inhibitorima apoptoze (iAP) i proteinskim 
kompleksom Bcl-2 (7). Vanjski put aktivacije pretpostavlja se da ide putem slobodnih radikala 
kisika (ROS). Mehanizam aktivacije ostao je nerazriješen i ostavlja znanstvenicima prostora za 
daljnja istraživanja (10).  
Listovi masline su sirovina koja se nalazi u izobilju u mediteranskom bazenu. Epidemiološke 
studije ukazuju da je konzumiranje maslinovog ulja povezano sa smanjenim rizikom od raka. 
Kemoprotektivno djelovanje maslinovog ulja je pripisano djelovanju fenolnih spojeva, kao 
hidroksitirozolu i parahidroksifeniletanolu, te derivatima sekoiridioida, kao oleuropeinu, 
ligstrozidu i olepkantalu. Nekoliko istraživanja je pokazalo da ti spojevi mogu inhibirati 
proliferaciju i inducirati apoptozu u raznim tumorskim staničnim linijama. Većina studija na 
životinjama potvrđuju sposobnost tih spojeva da inhibiraju proces karcinogeneze tijekom faze 
inicijacije i promocije (56). Brojni su pretpostavljeni mehanizmi indukcije apoptoze 
posredovani oleuropeinom. Aktivacija gena Bcl-2 i Bax dovodi do pojačane ekspresije proteina 
p53 (57). Nadalje, oleuropein inhibira proliferacijski i proapoptotski faktor NF-κB (58).   
U pilot studiji istraživana su djelovanja aktivnih komponenti lista masline te je pokazano da 
imaju antioksidacijski učinak na genotoksični agens vodikov peroksid. Za procjenu citotoksične 
aktivnosti ekstrakta korištene su ljudske promijelocitne stanice HL60. Oleuropein i luteolin su 
pokazali citotoksični učinak ovisan o dozi u koncetracijama 10 μM, 40 µM i 170μM. 
Zaključeno je da oleuropein i luteolin aktiviraju put apoptoze (58).  
Western blot analiza pokazala je da su fosforilirani ATF-2, JNK , p53, p21, Bax i citokrom c 
protein u citoplazmi značajno povećani u prisustvu oleuropeina. Uočena je korelacija doze 
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oleuropeina i aktivnosti mitohondrijskih proteina. Putem JNK/SAPK signalizacije aktiviraju se 
apoptotska tjelešca (59). 
Oleuropein i hidroksitirozol smanjuju aktivnost proliferacije posredovane 17β-estradiolom na 
MCF-7 stanicama raka dojke aktivirajući ERK1/2 put. Pretpostavlja se da ova inhibicija može 
biti posredovana G-proteinom nazvanim GPER/GPR30 (60). 
Četiri spoja sadržana u ekstraktu djevičanskog maslinovog ulja: oleuropein, tirozol, 
hidroksitirozol i oleinska kiselina mogu inhibirati aktivnost faktora nekroze tumora (TNF) i  
ciklooksigenaze (COX). Nađeno je da tirozoli i oleinska kiselina značajno inhibiraju TNF-α 
inducirane COX-2 genom, kao i izlučivanje PGE2 (61). 
 
Na temelju dostupne literature mogu zaključiti da  pojedini spojevi iz biljaka pridonose 
apoptotskim učincima na ispitivanim stanicama. In vitro  ispitivanja pokazuju ulazak stanica u 
ranu i kasnu apoptozu. Ulazak stanica u apoptozu pri istim koncentracijama različit je kod 
stanica MDA-MB- 231, A-1235 i T24. Postotak preživjelih stanica MDA-MB-231 tretiranih 
oleuropeinom u koncentraciji od 0,5 µM je neočekivano 2,62 puta viši u odnosu na stanice 
tretirane oleuropeinom u koncentraciji od 0,1 µM, te gotovo jednak kao i kod netretiranih 
stanica. Postotak preživjelih stanica A1235 tretiranih oleuropeinom u koncentraciji od 0,5 µM 
je oko 5 puta niži u odnosu na stanice tretirane oleuropeinom u koncentraciji od 0,1 µM, te oko 
4,5 puta niži u odnosu na netretirane stanice. Nema značajne razlike u postotku preživjelih 
stanica T24 tretiranih oleuropeinom u koncentraciji od 0,1 µM u odnosu na netretirane stanice. 
Najveći učinak oleuropeina na stupanj apoptoze uočen je kod stanica glioblastoma A1235, a 
najmanji učinak na stanicama mokraćnog mjehura T-24. Jedan od vjerojatnih razloga boljeg 
djelovanja oleuropeina na stanice A1235 je struktura oleuropeina. Kako je potvrđen učinak 
apoptoze na stanice MDA-MB-231 i A1235, a na stanice T24 neznatan, sljedeći korak je 
ponoviti cjelokupno ispitivanje kako bih potvrdio rezultate te nakon toga in vivo ispitivanje na 






























6. ZAKLJUČAK  
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a)  In vitro izlaganje stanica karcinoma dojke MDA-MB-231, mokraćnog mjehura T24 i 
glioblastoma A-1235 oleuropeinu dovodi do smanjenja preživljenja ispitivanih stanica 
karcinoma. 
b) Postotak apoptotskih stanica MDA-MB-231 tretiranih oleuropeinom ne korelira s 
koncentracijom spoja. 
c) Postotak apoptotskih stanica A1235 tretiranih oleuropeinom  korelira s koncentracijom 
spoja. 
d) Postotak preživjelih stanica MDA-MB-231 tretiranih oleuropeinom u koncentraciji od 
0,5 µM je neočekivano 2,62 puta viši u odnosu na stanice tretirane oleuropeinom u 
koncentraciji od 0,1 µM, te gotovo jednak kao i kod netretiranih stanica. 
e) Nema značajne razlike u postotku preživjelih stanica T24 tretiranih oleuropeinom u 
koncentraciji od 0,1 µM u odnosu na netretirane stanice. 
f) Postotak preživjelih stanica A1235 tretiranih oleuropeinom u koncentraciji od 0,5 µM 
je oko 5 puta niži u odnosu na stanice tretirane oleuropeinom u koncentraciji od 0,1 µM, 
te oko 4,5 puta niži u odnosu na netretirane stanice. 
g) Najveći učinak apoptoze uočen je na stanicama glioblastoma A-1235 pri koncentraciji 
oleuropeina 0,5 µM u odnosu na ostale stanice ispitivane pri istoj koncentraciji. 
h) Najmanji učinak apoptoze uočen je na stanicama mokraćnog mjehura T24 pri 
koncentraciji oleuropeina 0,1 µM u odnosu na ostale stanice ispitivane pri istoj 
koncentraciji. 
i) Potrebna su dodatna istraživanja kako bi proizašla valjana znanstvena tvrdnja o učinku 
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Cilj: Ispitati učinak oleuropeina na apoptozu u staničnim linijama karcinoma dojke MDA-MB-
231, mokraćnog mjehura T24 i glioblastoma A1235. Pretpostavka je da će se nakon tretiranja 
karcinomskih staničnih linija oleuropeinom smanjiti stupanj preživljenja stanica. 
Materijali i metode: Učinak oleuropeina na stanične linije karcinoma dojke MDA-MB-231, 
mokraćnog mjehura T24 i glioblastoma A1235  praćen je protočnom citometrijom. 
Rezultati: Prikazani su kao postotak rane i kasne apoptoze i preživjelih stanica.  
Koncentracije oleuropeina za stanične linije: 
a) MDA-MB-231: 0,1 µM i 0,5 µM 
b) T24: 0,1 µM 
c) A1235: 0,1 µM i 0,5 µM 
Zaključci:
In vitro izlaganje stanica karcinoma dojke MDA-MB-231, mokraćnog mjehura T24 i 
glioblastoma A1235 oleuropeinu dovodi do smanjenja preživljenja ispitivanih stanica 
karcinoma. Učinak apoptoze kod stanica A1235 korelira s koncentracijom, dok kod stanica 
MDA-MB-231 ne korelira s koncentracijom oleuropeina. Postotak preživjelih stanica MDA-
MB-231 tretiranih oleuropeinom u koncentraciji od 0,5 µM je neočekivano 2,62 puta viši u 
odnosu na stanice tretirane oleuropeinom u koncentraciji od 0,1 µM, te gotovo jednak kao i kod 
netretiranih stanica. Postotak preživjelih stanica A1235 tretiranih oleuropeinom u koncentraciji 
od 0,5 µM je oko 5 puta niži u odnosu na stanice tretirane oleuropeinom u koncentraciji od 0,1 
µM, te oko 4,5 puta niži u odnosu na netretirane stanice. Nema značajne razlike u postotku 
preživjelih stanica T24 tretiranih oleuropeinom u koncentraciji od 0,1 µM u odnosu na 
netretirane stanice. Najveći učinak apoptoze uočen je na stanicama glioblastoma A1235 pri 
koncentraciji oleuropeina 0,5 µM u odnosu na ostale stanice ispitivane pri istoj koncentraciji. 
Najmanji učinak uočen je na stanicama mokraćnog mjehura T24 pri koncentraciji 0,1 µM u 
odnosu na ostale ispitivane stanice pri istoj koncentraciji. Potrebna su dodatna istraživanja kako 























Objective: The effect of oleuropein on apoptosis of breast cancer cell lines MDA-MB-231, 
bladder cancer T-24 and glioblastoma A1235. 
Materials and methods: The assumption is that exposure to carcinoma cell line with 
oleuropein reduces the survival of cells. The effects of oleuropeina on breast cancer cell line 
MDA-MB-231, bladder cancer T-24 and glioblastoma A-1235 cell lines were estimated by the 
flow cytometry.  
Results: Displayed as a percentage of the necrosis, apoptosis and cell survivors. Concetrations 
of oleuropein which are used in cell lines were: MDA-MB-231: 0.1µM and 0.5 µM T-24:0.1 
µM A1235:0,1 µM and 0.5 µM.  
Conclusions: In vitro exposure of MDA-MB-231, T24 and A1235 cells to oleuropein decreased 
a survival of cancer cells. The degree of apoptosis in MDA-MB-231 cells is not in proportion 
with the concentration of oleuropein. The degree of apoptosis in A1235 cells is in proportion 
with the concentration of oleuropein. The highest effect of oleuropein was found in A1235 cells 
treated with  0.5 µM oleuropein. In the other hand, the minimum degree of apoptosis was 
observed in T24 cell treated by oleuropein at the concentration of 0.1 µM. To summarize this, 
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